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異なるマル トオリゴ糖(D一 グルコース単位が α一1,4グルコシ ド結合 した直鎖オ リ
ゴ糖)あ るいはその誘導体が基質 としてよく用いられる。 これ ら構造の明確な
比較的低分子の基質に対する酵素の水解様式や速度論量を解析 し、アミラーゼの
サブサイ ト構造、あるいは触媒機構を考察する研究は今まで数多 く報告されてい









究を行った。 まず各種マル トオリゴ糖誘導体(重 合度4～7)の 効率的な酵素合














こで、第一章で合成 したマル トオ リゴ糖誘導体を原料として用い、共役酵素の水
解を受けずにα一アミラーゼ測定の可能な新規基質の酵素合成法を開発 した 〈第二
章〉 。 〈第三章〉ではより正確な臨床診断を目的 としたヒ ト唾液腺および膵臓
由来アミラーゼの分別定量法を確立 した。
またこれ ら修飾i基質に対するエキソ型アミラーゼ 、ブタ膵臓ア ミラーゼの水解
作用 にっいても検討 し、その水解特性に考察を加えた 〈第四章〉。
〈 第 一 章 〉 マル トオ リゴ騰 導体 の酵素合成
α一ア ミラーゼ の臨床化学的 測定法 として 、1980年 代に入 りマル トオ リゴ糖誘導
体(特 に重 合度4～7)の ような合成基 質を用いる共 役酵素法が主流 となって きた
ため 、この種の基質の:大量製造 法が求め られている 。 現在 までに報告 されてい
るこれ ら基質の有機合成 法は工 程が繁雑で 、特殊な装置が必要であるなど大量合
成 には必ず しも適 した方法 とは言えない 。 それ に対 し酵素合成法 は特殊 な装 置
を必要 と しない うえ、反応が特 異的で副生成物が少な く、原料 の回収再利用 も容
易で あるな どの利点が考 え られ る。 そ こで筆者は各種起源マル トオ リゴ糖生成
ア ミラーゼの特異 な糖転 移反応 を利用 して 、マル トオ リゴ糖 を供与体基質 、ぴニ
トロフェニル α一D一グルコピラ ノシ ド(GP)を 受容体基質 として 、一連 の重合度(4～
7)を 有す る4種 類 の還元末端修 飾基質の合成を試みた 。 すなわち鋭rθp古o〃yoθ5
;gr18θα5起源マル トトリオース生成 ア ミラーゼ によ り芦ニ トロフ ェニル α一マル ト
テ トラオ シ ド(G4P)を 、P5θ〃do〃o刀a55∫虚zθrノ起源マル トテ トラオー ス生成 ア ミラ
ーゼ によ りρ一ニ トロフ ェニル α一マル トペ ンタオ シ ド(G5P)を 、βao111π5
110加 面fo㎜ ノ5起源マル トペ ンタオース生成ア ミラーゼ によ りρ一ニ トロフ ェニル α
一マル トヘ キサオ シ ド(G6P)を 、κ1θか31θ〃aρ ηθ〃〃oηノaθ起源マル トヘ キサ オー ス生
成 ア ミラーゼ によ り琵ニ トロフ ェニル α一マル トヘプ タオ シ ド(G7P)を それぞれ従
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来達 し得なかった効率で酵素合成に成功 した(Fig.2)。 反応生成物の定量には
∬PLC、分離精製には各種 クロマ トグラフィーを用い(Fig.3)、 構造解析はNHRな ど
により行った。 これらの反応系の合成メカニズムは、Fig.4のG5P合 成反応推定








〈 第 二 章 〉 新規ヒ トアミラー欄 越 質の醗
実際の臨床用基質として 、第一章で合成したようなマル トオリゴ糖誘導体を共









煩雑で収率が低く、しか も修飾基 自体が不安定であるなどの問題点を有 している。
そこで筆者は先 に合成法を開発したG5Pを 原料基質とし、酵素による非還元末端
修飾を試みた。 すなわちラクトースを供与体基質、G5Pを 受容体基質として用い、
8ao〃1囎01roα1aη5起 源β一D一ガラク トシダーゼの糖転移反応を利用し、G5Pの 非
還元末端グルコシル残基の修飾を行った(Fig.7)。 本酵素反応初期には高い選
択性でG5Pの 非還元末端グルコシル残基のC-4に ガラクトシル転移 したぴニ トロフ
ェニル45-0・ β一D一ガラク トピラノシルーα一マル トペンタオシド(LG5PI)が 生成 し、
反応後期には同じくC-6にガラク トシル転移 したグニ トロフェニル65-0・ β一D一ガ
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ラク トピラ ノシルーα一マル トペ ンタオシ ド(LG5PII)が 優先的 に生成 した(Fig.8)。
す なわち両生成物がそれぞれ最大 に達 した時 点の反応液を順次カラム クロマ トグ
ラフ ィーに供 し、新規化合物LG5PlとLG5PIIを 分離 、精製 した(Fig.9)。
臨床基 質 としての有用性 を検討す るため 、LG5PIとLG5PIIに 対する ヒ ト唾液 α一
ア ミラーゼ(HSA)と ヒ ト膵臓 μ一ア ミラーゼ(HPA)の 水解作用 について検討 した 。
比較サ ンプル として非還 元末端 を修飾 してい ないG5Pを 用いた 。LG5PIお よび
LG5PIIは 予想 したよ うに共役酵 素 α一D一グル コシダーゼ 、グル コア ミラーゼの水解
作用を全 く受 けなか った 。 両 基質に対す るHSA、HPAの 水解 様式 と速度論量 を
HPLCに よ り測定 した結果 、LG5PIに 対す るHSAとHPAの 水解様 式は両酵 素間で有意差
は見 られなか ったが 、LG5PIIで は 明かな有意差が見 られた(Fig.10,11)。 さ ら
にG5Pと 比較 してLG5PIはKmが 減少 しVmaxは ほぼ同程度であ ったが 、LG5PIIで はKm
が増大 し、Vmaxは 低下 した(Table2)。 つ ま りLG5PIの 場合 、C-4位 に結合 した β
一D一ガラ ク トシル残 基は α一ア ミラーゼの作用 にとって なんら障害 にな らないが 、
LG5PIIの よ うにC-6位 に結合 した それは α一ア ミラーゼ の水解 に障害 とな っている
ことが判 った 。 実際に共 役酵素 の共存下 、ヒ ト血清 を用い てLG5PI、LG5PIIを 水
解 させ 、一定時間後の400nmに お ける吸光度 を測定 した結果 、ヒ ト血清濃度 と吸光
度の間 に良好 な直線関係が 認め られた(Fig.12)。 またLG5PIの 感度はLG5PIIの
約2.5倍 で あった 。 以上 の結果 か ら特 に、LG5PIは 共 役酵素 の影響 を受け ない分
析適応性 に優れた新規ア ミラーゼ活性測定基質 とな りうるこ とが判 明 した 。 本
基質 の製造方法 は安価 に入手 可能なラ ク トー ス と市販酵素標 品による反応であ り、
一段 階の操作で簡便 に目的生成物 を合成可能で あ ったので有望 な工業的生産方法
として期待 され る。
〈 第 三 章 〉 ヒ トアミラーゼの分別定量法













素はLG5PIIを 水解 して、かニ トロフェニル α一マル トシ ド(G2P)とGPを 生成するが 、
HPAはHsAに 比較 してより多くのGPを 生成 した(Fig.13)。 そ こでHsAお よびHPAを
適当な割合で混合 しLG5PIIに 作用させ反応初段解での水解物をHPLCに 供 し、生成
したG2Pお よびGPの 生成比を算出した。 この際 、両酵素の混合比と水解物
GP/G2Pを プロットすると良好な直線関係が得 られた(Fig.14)。 実際にヒ ト血清
を用いてLG5PIIを 加水分解 した後 、生成物をHPLCで 測定 し、上記直線式よりヒ ト
アミラーゼの混合比を算出した結果 、既報のクロマ トグラフ ィー法により分別定
量 した測定値と良い相関を示 した。 以上のようにLG5PIIは ヒ ト血清中のHSAと
HPAの 分別定量用基質 として利用可能である。







分解 してい、く。 これらの酵素は糖鎖の非還元末端を認識 していると推定されて
いるが 、筆者が酵素合成 した非還元末端修飾基質LG5PIお よびLG5PIIに 対 して各種
エキソ型アミラーゼがどのように作用するか興味深い。 そ こで 、酵素 としてマ
ル トース単位で澱粉を分解する β一アミラーゼ、マル トトリオース単位で分解する
マル トトリオース生成アミラーゼ、マル トテ トラオース単位で分解するマル トテ
トラオース生成アミラーゼを用い 、修飾基質に対する相対水解速度と水解様式を
HPLC分 析によって求めた。 またブタ膵臓 α一アミラーゼ(PPA)と ヒト膵臓 α一アミ
ラーゼ(HPA)は 、至適pHは 同じくpH6,9、 分子量も同じく54,000と 相同性の高い動
物アミラーゼである。 そこで 、両酵素の修飾基質LG5PI、LG5PIIに 対する速度論
量を求め、両酵素間のサブサイ ト構造の相違を検討 した。 比較のため、G4P、
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G5P、G6Pに ついても基質 として用いて 同様 に検討 した 。
3種 類 のエ キソ型 ア ミラーゼ の基質 に対す る相対速度 と水解様式 をTabie3お よ
びFig.15に 示 した 。 β一ア ミラーゼ はLG5PIお よびLG5PIIに 全 く作用で きなか
った 。G3生 成 ア ミラーゼ はLG5PIIに はほとんど作用で きなか ったが 、LG5PIに は
水解速度は減 少す るが 作用できた 。G4生 成 ア ミラーゼ はLG5PI、LG5PII両 基質 に
対 して 、水解速度は減 少す る ものの作用 した 。 以上のよ うに、 β一ア ミラーゼ は
基質 の認識が非常 に厳 格であるが 、一 方 、G3生 成ア ミラーゼ 、G4生 成 ア ミラーゼ
の基質 に対す る認識は多 少融通性があ ることが判 った 。
PPA、HPAの 基質 に対す る速度論量お よび水解様式 をTable4お よびFig.16に 示 し
た。 そ の結果 、両酵素 のG4P、G5P、G6P、LG5PIに 対す る水解様式はほぼ似てい
たが 、LG5PIIで はかな りの相違が 見られ た。PPAで は主 にLG5PIIの ガ ラク トシル
残基 をグルコースのように認識 した水解様式が観察 されたが 、HPAの 場合は同 じガ
ラ ク トシル残基 をサブサ イ トか ら排除す るよ うな水解様 式が観察 された 。 また 、
相対 的 にPPAの 方 がHPAよ り、マル トオ リゴ糖誘導体基質 との親和性が高か った 。
以上 のよ うに、両酵素間 にお いて 、特 にLG5PIIに 対 しての速度論量や切断頻度の
相 違が認め られた ことか ら、本基質 のガラク トシル残基が取 り込 まれ るサブサ イ
ト付近の構造 あるいはア ミノ酸残基の相違が推定 された 。
以上のよ うに非 還元末端 修飾 基質 に対す る各種 ア ミラーゼ の速度論量 を測定す
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Substrate Sa肇iuar7α 一a鵬73董s6 Pancreatica-a.rlase
Catalyticcenter Catalyticcenter
65P s-s一 ・6-6-6-P ω,11り.. 6-6十6-6-6-P (0.10)
(8,83) G-G-G十6-G-P (0.78)































































































































































































































































































































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
本 論文 は加 水 分 解 酵 素 と して知 られ る αア ミラ ー ゼ及 び β一D一 ガ ラ ク トシダ ー ゼ を 用 い,新
しい ア ミラー ゼ活 性 測 定 基質P一 ニ トロフ ェニ ル45-0一 β一Dガ ラ ク トピラ ノ シル α一 マ ル ト
ペ ソ タオ シ ド(LG5P-1)及 びP一 ニ トロフ ェニ ル65-0一 β一Dガ ラ ク トピラ ノ シル ー α一マ
ル トペ ンタ オ シ ド(LG5P-Dを 開発 した。本 試 薬 は血 中 の α一 ア ミラ ーゼ の 活性 を測 定 し,す
い臓 疾 患 の診 断 に 用 い られ る。 本 化 合 物 は マル トオ リゴ糖 の 還 元 末端 たP一 ニ トロフ ェニ ル 基 を
有 し,又 非 還 元 末 端 の4位 又 は6位 に ガ ラ ク トシル 基 有 し,従 来 の基 質 の欠 点 で あ った α一Dグ
ル コシ ダ ーゼ 及 び グル コア ミラ ー ゼ の水 解 作 用 を 受 け ず す ぐれ た新 規 測 定 基 質 と して 現 在 実 用 化
され て い る。 又 本 基 質 は血 中 α一 ア ミラ ー ゼ 中す い 臓 起 源 の もの とだ液 起 源 の もの との 分 別 定 量
が可 能 で あ り,す い 臓疾 患 の診 断 にす ぐれ た 性 質 を 有 して い る。
本 試 薬 の合 成 は二 段 の酵 素 反 応 に よ って 行 わ れ た 。 第 一 段 と して マ ル トオ リ ゴ糖 生 成 ア ミラ ー
ゼ の特 異 な糖 転 移 反 応 を利 用 し重 合 度4-7の マ ル トオ リゴ糖 のP一 ニ トロフ ェニル マル トオ リ
ゴシ ドを 合 成 した。つ い で非 還 元 末 端 に ラ ク トース を供 与 基 質 と してB,circulans起 源 の β一Dガ
ラ ク トシ ダ ーゼ を 用 い てC-4及 びC-6に ガ ラ ク トース を導 入 した 。
これ らの 酵 素 合成 法 は従 来 の有 機 合 成 法 に 比 べ 特殊 な 装 置 を必 要 とせ ず 反 応 が 特 異 的 で 副 生成
物 が す くな く原 料 回 収再 利 用 も容 易 で 工 業 的 大 量製 造法 に適 した も ので あ った 。
o
これらの研究は酵素化学的にも又実用的にもきわめて独創性の高いもので博士(農 学)を 授与
するにふさわしいものと考えられる。
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